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This study was carried out to give a preliminary, quantitative descrip- 
tion of gut bacteria of Bufo arenarum tadpoles. The results revealed that 
bacterial concentrations in larva intestines were higher than bacterial 
concentrations in water. The number of Escherichia coli revelated in the 
guts of larval B. arenarum represented 3 % of thermotolerant coliforms. 
Taxonomic entities of coliforms were composed by Klebsiella pneumo- 
niae, Enterobacter cloacae and Enterobacter aerogenes. In addition, 
species of Vibrio, Pseudomonas and Aeromonas were found in these 
intestines. 

INTRODUCCION 

Como se puede comprobar en la extensa compilaciôn de MACKIE & WHITE (1997a-b), 
existe abundante informacién sobre enterobacterias en animales de sangre caliente, pero en 
mucho menor grado en animales de sangre fria. 

Los estudios sobre la microbiologia de los anuros se han desarrollado principalmente 
siguiendo dos lineas. Por un lado, se ha investigado el contenido intestinal (e.g., INGER, 1986; 

LAIMANOVICH & FERNANDEZ, 1995; LAIMANOVICH, 1997) y el rol potencial de los microorga- 

nismos en el intestino de las larvas (BIORNDAL, 1997). Por otro lado, otras lineas de estudio 
han considerado a los anfibios principalmente como reservorios de microorganismos patôg: 

nos para otros animales (HiRD et al., 1981, 1983) y para el hombre (TRUST & BARLETT, 1974; 
TRUST et al., 1981; RAJENDRAN et al., 1998). Dentro de esta temätica, se ha sugerido 

(GELDREICH & CLARKE, 1966) que la flora bacteriana en estos animales puede reflejar las 

condiciones bacteriologicas de su ambiente y, por lo tanto, ser un indicador potencial de 

polucién. Esta hipôtesis supone que los coliformes fecales no son habitantes normales de su 
intestino; solamente pasan en forma breve e inalterada por su tracto intestinal. Con respecto 
a las larvas de anuros, la informacién bacteriolégica existente està limitada a aspectos 
cualitativos de bacterias de interés sanitario (BIORNDAL, 1997); no se ha encontrado informa- 
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ciôn cuantitativa (sobre cualquier tipo de bacterias). Sin embargo, el significado sanitario de 

las bacterias coliformes no solamente estä determinado por la informaciôn sobre sus posibles 
fuentes o reservorios sino, ademäs, por el conocimiento de su distribucién cuantitativa 

(GELDREICH et al., 1964). 

Por eso, nuestro objetivo fue realizar una primera descripciôn cuantitativa de las bacte- 

rias de interés sanitario en el intestino de las larvas de Bufo arenarum; ademäs, nos propusi- 

mos comparar sus concentraciones con las de su medio ambiente para establcer si existe un 

fenômeno de concentraciôn microbiana. El presente estudio forma parte de un proyecto sobre 

la distribucién de estas bacterias en diferentes organismos acuâticos (peces, almejas, rizésfera 
de plantas flotantes, etc.). 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Las muestras de agua y de larvas de Bufo arenarum se recolectaron en zanjones colectores 

de aguas pluviales. Estos canales estän situados en la periferia de la ciudad de Santo Tomé, 

provincia de Santa Fe, Argentina (31°39°59°S, 60°45°20"O). La vegetaciôn de las märgenes 

estaba compuesta principalmente por A/ternanthera philoxeroides, Cynodon dactylon, Bromus 
Sp. y Ludwigia Sp.; no se detecté la presencia de peces. 

Las muestras de agua para bacteriologia se recolectaron en frascos de vidrio estériles 
(500 ml) y se almacenaron a 3-6°C durante 3 h, antes de los anälisis. Por otra parte, se 

colectaron 125 larvas de Bufo arenarum con un copo de nylon, con poros de 2 mm. Las larvas 

se almacenaron a la misma temperatura, cada larva fue pesada y medida: el peso medio fue de 

0.31 g (s: 0.06); la longitud promedio (hocico-cloaca) de 11.8 mm (s: 1.14). El estadio mäs 

representativo de desarrollo resulté 37 (de acuerdo a la tabla de GOsNER, 1960). En la 

coleccién Herpetolégica del Museo Provincial de Ciencias Naturales Florentino Ameghino 

(Zoologia Vertebrados) de la ciudad de Santa Fe (Argentina) se conserva un lote de referencia 
de 13 ejemplares (MFA-ZV-H 691) que formaban parte de la cohorte utilizada en este estudio. 

Los intestinos fueron macerados en un mortero estéril; se utilizaron 100 g (25.4 % peso 
seco; relaciôn p/v = 1.25) del macerado para realizar las diluciones destinadas al anälisis 
bacteriolôgico. 

Para el recuento de Escherichia coli y coliformes termotolerantes se utilizaron las placas 

rehidratables “Petrifilm!" EC” (de 3M). Las placas se colocaron en bolsas estériles a prueba 
de agua (*Whirl-Pack!"”, de Nasco) e incubadas en baño termostätico 44,5 + 0.2°C durante 
24 h (EMILIANI & LAJMANOVICH, 1998). Para la evaluaciôn del nümero de unidades formado- 
ras de colonias (UFC) se utilizé el medio “Yeast Peptone agar/25° (FONDEN, 1969). De 

acuerdo con la divisién de las bacterias en grupos eco-trôficos, el medio usado evalüa el 
nümero de UFC mesotréficas (EMILIANI, 1984). Las de Petri fueron sembradas por el 

método de la triple capa (EmiL1ANI & DUCE, 1985), con cinco repeticiones por cada diluciôn 

(1/1000 a 1/1000000) e incubadas a 20°C. Las lecturas se hicieron periédicamente hasta que el 

nümero de colonias fue constante (lo que ocurrié en 15 dias). El nümero de Coliformes 

Totales, Estreptococos Fecales y Pseudomonas aeruginosa fue determinado por la técnica del 
nümero mäs probable (NMP), segün APHA (1989). El nümero de Vibrio cholerae, de acuerdo 
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con BOCKEMUHL et al. (1986). Ademäs, se seleccionaron cepas de Coliformes Fecales y vibrios 

para identificarlos bioquimicamente con el sistema “API 20E” (de bioMérieux, Francia) y el 

programa para computadora de taxonomia numérica “APILAB plus” de la misma empresa 

(ANONIMO, 19984). 

Para estimar si las diferencias entre cada par de recuentos realizados por el método del 

nümero mäs probable (NMP) eran estadisticamente significativas, se utiliz la prueba acon- 

sejada por ORMEROD et al. (1982). La prueba se basa en el error del método y se usa para 

confirmar o rechazar la hipôtesis nula que dos resultados (x, y x,) provienen de poblaciones 

con medias idénticas: para ello se calculé el estadistico z = (log NMP, - log N MP) / 0.58 Vn, 

donde n = nümero de repeticiones por dilucién. Para estimar si las diferencias entre cada par 

de recuentos de unidades formadoras de colonias (UFC) eran estadisticamente significativas, 

se utilizé el test de Student, de acuerdo con PARKINSON et al. (1971). Para determinar la 
significancia de los estadisticos / y z se usé el programa GraphPad SiaMate (ANONIMO, 1998). 

RESULTADOS 

Los resultados (tab. 1) muestran que el nümero de bacterias, especialmente las del grupo 

coliforme, es varias veces mayor en los intestinos de las larvas que en su ambiente; aunque las 
diferencias entre las concentraciones Estreptococos Fecales y W cholerae, no resultaron 
estadisticamente significativas (P > 0.05). 

El nümero de Coliformes Totales se aproxima a los valores mäs altos encontrados en 

peces por GELDREICH & CLARKE (1966), e inferior al encontrado en los diversos insectos 
estudiados por GELDREICH et al. (1964). Sin embargo, el nümero de Coliformes Fecales en las 

larvas resulté mayor que el encontrado en peces y en insectos. El nümero de Estreptococos 
Fecales, por lo contrario, resulté menor que los citados para intestinos de peces e insectos. 

Ademäs de Escherichia coli, las principales especies integrantes del grupo coliforme 

sultaron ser: Xlebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes (como 

asi también en las muestras de agua). Estas especies también fueron encontradas por HIRD et 
al. (1983) en larvas de Rana pipiens. Ademäs de enterobacterias, en el intestino de las larvas 

encontramos especies de Pseudomonas y de Vibrio (al igual que RAJEDRADAN et al., 1998: en 
Rana hexadactyla de la India). Por otra parte, aislamos especies de Aeromonas salmonicida y, 
al igual que otros autores (HiRD et al., 1981 y 1983 en intestinos de larvas de Rana pipiens), 

encontramos Aeromonas hydrophila. Esta bacteria fue señalada como posible responsable de 
la declinacién de poblaciones de Rana pipiens en algunas regiones de Estados Unidos (GiBBs 

et al., 1971). 

DISCUSION 

Como se sabe (ALLEN & EDBERG, 1997), Escherichia coli es de distribuciôn universal en 

los intestinos de animales de sangre caliente, con densidades desde 10% hasta 10° por gramo: 
lo cual representa del 90 % al 100 % del total de coliformes termotolerantes. Si bien las 
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Tabla 1. - Nümero de bacterias en el tracto digestivo de larvas de Bufo arenarum y en el agua del 
ambiente. UFC: unidades formadoras de colonias; NMP: nümero mäs probable. 

Nümero de bacterias 

Larvas (L) | Agua (A) L/A P 

Bacterias viables cultivables (UFC/100 ml) 392x 10° | 430 x 10° 912 0.0001 
Coliformes totales (NMP/100 ml) 230 * 107 80 x 10° 28750 0.0006 

Coliformes fecales (UFC/100 ml) 193 x10$ | 28.7 x 10° 6725 0.0001 

Estreptococos fecales (NMP/100 ml) 50 x 10° 9.0 x 10° 5s 0.5775 

Escherichia coli (UFC/100 ml) 533x10% | 30x10? 1777 0.0001 

Pseudomonas aeruginosa (NMP/100 ml) 17.5 x 10° 30 583 0.0320 
Vibrio cholerae (NMP/100 m1) 400 30 133 0.3830 

concentraciones de E. coli en larvas de Bufo arenarum resultaron altas (tab. 1), solamente 
representaron el 3 % de los Coliformes Fecales. RENNIE et al. (1982) y NiEMi (1985) señalaron 

que los porcentajes de Klebsiella y Enterobacter son mäs altos en aguas residuales ricas en 

carbono y en la rizésfera de las plantas. Dada la amplia relaciôn C/N, estos ambientes resultan 

favorables para las enterobacterias fijadoras de N,. Probablemente, la predominancia de 

Klebsiella y Enterobacter (que son especies fijadoras de N,) en el grupo de los Coliformes 
Fecales, se deba a la misma razén. 

Noes extraño el hallazgo de especies de Aeromonas ni de Vibrio, pues tienen una amplia 
distribucién en las aguas naturales, incluso en el zooplancton y en las rizésfera de los 

camalotes (Eichhornia crassipes) (ALONSO et al., 1996; EMiL1ANI et al., 1997). 

La mayor concentracién de bacterias en los intestinos de las larvas con respecto a su 

ambiente puede deberse a que las bacterias se concentran con el alimento ingerido por lo cual 
habria, al igual que en peces (NiEMI, 1985), una relacién entre el nümero de bacterias en el 

tracto digestivo de las larvas y el grado de contaminacién de los alimentos y del agua. Otra 

posible razôn del mayor recuento en larvas podria ser debido a la multiplicacién bacteriana en 
su intestino, tal como DEL R10-RODRIGUEZ et al. (1997) verificaron en peces, para Æ. coli. Sin 

embargo, debido a las pocas horas que el alimento permanece en el tracto digestivo de las 
larvas de anuros (BIORNDAL, 1996), tal posibilidad es poco probable. 

Otra explicacién estaria relacionada con una eventual selecciôn o preferencia de las 
larvas por algün tipo de microorganismo. Esta bien documentado el hecho de que las colonias 

bacterianas pueden ser quimio-atractivas, repulsivas o neutras para la microfauna (proto- 
z00s, cladéceros, nematodes, larvas de insectos, etc.) (RHEINHEIMER, 1994; GRIFFITHS & 

BARDGETT, 1997), pero no hemos encontrado referencias con respecto a larvas de anuros. Las 

bacterias en el ambiente acuätico pueden estar libres o adheridas (EMILIANI, 1984); en este 

ültimo caso, forman microcolonias sobre particulas, especialmente sobre algas (RE 
MER, 1994). Es probable que las larvas de anuros realicen una mayor ingesta de bacterias que 
colonizan particulas (algas o detritus) y que, por lo tanto, se pueda comprobar un mayor 
nümero de esas bacterias en su tracto intestinal. En este trabajo, verificamos una significativa 
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acumulacién de enterobacterias (tab. 1, P < 0,05); éstas, posiblemente, se encontraban 

colonizando particulas o formando biofilms (su capacidad de hacerlo es conocida: PACKER et 

al, 1997). Las demäs bacterias, que no se concentraron en forma significativa (tab. 1, P > 0,05) 

enelintestino de las larvas, podrian haber estado en forma de vida libre (fase plancténica). No 

discriminamos entre bacterias libres y adheridas en las muestras de agua, pero en trabajos 

anteriores (EMILIANI, 1984), encontramos que la mayor parte de la poblacién bacteriana 

(61%, V = 38.7 %) estä adherida al seston. 

RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo fue brindar una descripciôn cuantitativa preliminar 

sobre bacterias intestinales en larvas de Bufo arenarum. Los resultados mostraron que el 
nümero de bacterias es varias veces mayor en los intestinos de los renacuajos que en su 
ambiente. El nümero de Escherichia coli en intestinos larvales de B. arenarum representé un 

3% de los coliformes termotolerantes. Las entidades taxonémicas de coliformes fueron 
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Enterobacter aerogenes. Ademäs, se encontra- 
ron especies de Vibrio, Pseudomonas y Aeromonas. 
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